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RESUMO

AVALIACAO DA ATIVIDADE FQTODINAMICA FRENTE A AGENTES DE
MICOSES CUTANEAS E SUBCUTANEAS

AUTORA: Jéssica Tairine Keller
ORIENTADOR: Sydney Hartz Alves

As micoses cutaneas e subcutaneas acometem tanto individuos imunocompetentes
como individuos imunocomprometidos. Geralmente os tratamentos terapéuticos
prolongados e as recorréncias durante o tratamento sdo bastante comuns.
Scopulariopsis brevicaulis € agente de micoses cutaneas, sobretudo de
onicomicose. Fonsecaea pedrosoi e Scedosporium apiospermum sdo agentes de
cromoblastomicose e micetomas, respectivamente. Esses agentes flngicos
mencionados sdo resistentes a maioria dos antifUngicos convencionais utilizados
nos tratamentos. A terapia fotodindmica entdo surge como uma alternativa ao
tratamento dessas infeccOes localizadas de pele, combinando trés fatores:
fotossensibilizador, luz visivel e oxigénio. A ativagéo do fotossensibilizador resulta na
producdo de espécies reativas de oxigénio que em uma sequéncia de reacdes
fotoquimicas e fotobiol6gicas provocam a inativacdo da célula-alvo. Neste estudo foi
avaliada a atividade fotodinamica sobre S. brevicaulis, F. pedrosoi e S.
apiospermum, utilizando-se fotossensibilizadores fenotiazinicos e um laser de diodo
(InGaAlP). Os resultados demonstraram que a atividade fotodinamica foi
evidenciada frente a S. brevicaulis e S. apiospermum, quando se empregou o azul
de metileno como fotossensibilizador. Por outro lado, quando se utilizou azul de
toluidina como fotossensibilizador, os trés agentes fungicos testados evidenciaram
sensibilidade a atividade fotodindmica. O azul de metileno e o azul de toluidina séo
corantes quimicamente do grupo dos fenotiazinicos, e que funcionam como
fotossensibilizadores fenotiazinicos catidnicos, sendo muito eficientes na producao
de oxigénio singlete. Além disso, possuem uma otima interacdo com a parede e a
membrana plasmética fungica. Os resultados desse estudo sugerem que a terapia
fotodindmica podera se constituir numa alternativa de tratamento bastante
promissora, todavia, estudos clinicos cuidadosamente conduzidos precisam ser
desenvolvidos.

Palavras-chave: Micoses. Fungos filamentosos. Resisténcia. Terapia fotodindmica.



ABSTRACT

EVALUATION OF PHOTODYNAMIC ACTIVITY AGAINST CUTANEOUS AND
SUBCUTANEOUS MYCOSIS AGENTS

AUTHOR: Jéssica Tairine Keller
ADVISOR: Sydney Hartz Alves

Cutaneous and subcutaneous mycoses affect both immunocompeten individuals and
immunocompromised individuals. Generally prolonged therapeutic treatments and,
recurrences during treatment are quite common. Scopulariopsis brevicaulis is an
agent of cutaneous mycoses, mainly onychomycosis. Fonsecaea pedrosoi and
Scedosporium apiospermum are agents of chromoblastomycosis and mycetomas,
respectively. These fungal agents are resistant to most of the conventional antifungal
agents used in the treatments. Photodynamic therapy emerges as an alternative to
the treatment of these localized skin infections, combining three factors:
photosensitizer, visible light and oxygen. Photosensitizer activation results in the
production of reactive oxygen species that in a sequence of photochemical and
photobiological reactions generates the inactivation of the target cell. In this study the
photodynamic activity on S. brevicaulis, F. pedrosoi and S. apiospermum was
evaluated, using phenothiazine photosensitizers and a diode laser (InGaAIP). The
results demonstrated that the photodynamic activity was evidenced against S.
brevicaulis and S. apiospermum, when methylene blue was used as a
photosensitizer. On the other hand, when toluidine blue was used as a
photosensitizer, the three fungal agents tested showed sensitivity to photodynamic
activity. Methylene blue and toluidine blue are chemically dye of the phenothiazines
group, and function as cationic phenothiazine photosensitizers, being very efficient in
the production of singlet oxygen. In addition, they have a good interaction with the
wall and the fungal plasma membrane. The results of this study suggest that
photodynamic therapy may be a very promising treatment alternative, however,
clinical studies carefully conducted need to be developed.

Keywords: Mycoses. Filamentous fungi. Resistance. Photodynamic therapy.
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1 INTRODUCAO

Scopulariopsis brevicaulis é agente de micoses cutédneas e esta relacionado
principalmente a onicomicoses (BONIFAZ, CRUZ-AGUILAR; PONCE, 2007). S.
brevicaulis é um fungo filamentoso ndo dermatofitico e por isso, o tratamento para
onicomicose causada por esse agente € bastante complexo e insatisfatorio (DEL
PALACIO; PAZOS; CUETARA, 2001; MORENO; ARENAS, 2010), pois se trata de
uma infeccdo crbnica onde as recidivas sdo frequentes (SALAS-CAMPOS;
CHAVEZ-MADRIGAL, 2004).

Fonsecaea pedrosoi e Scedosporium apiospermum sao agentes de micoses
subcutéaneas que predominam em regifes tropicais e subtropicais. Esses agentes
sdo fungos saprofiticos que vivem no solo e na vegetacdo (WELSH et al., 2014),
invadindo a pele e o tecido subcutaneo. F. pedrosoi é o principal agente de
cromoblastomicose, doenca fungica normalmente descrita em bragcos e pernas de
trabalhadores, que estdo constantemente em contato com o solo (BONIFAZ;
PAREDES-SOLIS; SAUL, 2004). Essa doenca apresenta dificuldades no tratamento,
tanto farmacolégico como n&o farmacologico (BONIFAZ; VAZQUEZ-GONZALEZ;
PERUSQUIA-ORTIZ, 2010). S. apiospermum é um agente de micetoma, infeccéo
subcuténea cronica causada pela inoculagdo de fungos filamentosos que formam
graos nos tecidos afetados (VAN DE SANDE, 2013) e assim como S. brevicaulis e
F. pedrosoi é também resistente a maioria dos antifungicos convencionais
(LACKNER et al., 2011; MORIO et al., 2010; NEGRONI et al., 2005).

A terapia fotodinamica (TFD) nos ultimos anos surgiu como uma abordagem
alternativa promissora aos antifungicos convencionais, devido a sua eficiéncia e
baixo carater invasivo. A TFD ja mostrou ser efetiva frente a multiplos patégenos
fungicos in vitro (ARBOLEDA et al., 2014; BALTAZAR et al., 2015; LYON et al.,
2013; MARIO et al., 2014; MORTON; CHAU; STACK, 2014; PIRES et al., 2013) e
aplicados com sucesso in vivo contra micoses cutdneas e subcutaneas
(GILABERTE et al., 2011; LYON et al., 2011; SOUZA; SOUZA; BOTELHO, 2014).

A TFD é uma modalidade terapéutica utilizada para o tratamento de tumores
superficiais e infec¢des locais que combina a utilizacdo de farmacos fotossensiveis,
conhecidos como fotossensibilizadores (FS), ativados por luz em comprimento de

onda especifico. A ativagdo desses FSs pela luz conduz essas moléculas a
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situacdes de grande instabilidade quimica que serdo estabilizadas pela transferéncia
de energia do FS as moléculas do meio. Formam — se, na presenca de oxigénio,
ions peroxidos, superoxidos e radicais hidroxilas, gerando uma cascata de espécies
reativas de oxigénio (EROs). A liberacdo dessas EROs promove o efeito citotoxico
da TFD sobre as células alvo (DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004; MAISCH, 2007,
TAKASAKI, 2009).

As dificuldades que esses agentes de micoses cutaneas e subcutaneas
apresentam em relacdo ao tratamento, torna necessaria a busca por novas

alternativas terapéuticas, sendo a TFD uma opcéo bastante promissora.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade in vitro da TFD frente a S. brevicaulis, F. pedrosoi e S.
apiosmermum utilizando fotossensibiliadores fenotiazinicos e laser de diodo
(InGaAIP).

1.1.2 Objetivos especificos

a) Avaliar qual a melhor concentracdo de azul de metileno (AM) e azul de
toluidina (AT) a ser utlizada na técnica para avaliagdo da atividade
fotodinamica;

b) Avaliar qual a melhor dose de energia a ser utilizada na técnica para avalicdo
da atividade fotodinamica;

c) Comparar qual o melhor fotossensibilizador a ser utilizado na técnica para
avaliacao da atividade fotodinamica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MICOSES CUTANEAS E SUBCUTANEAS

2.1.1 Micoses cutaneas

As infeccdes fungicas sdo eventos crescentes e desafiadores em todo mundo
e podem acometer tanto individuos imunocompetentes como imunocomprometidos.
Os patdégenos fangicos, em pacientes imunocomprometidos, podem resultar em
infecgbes que variam de assintométicas até disseminadas podendo ser letais
(COWEN, 2008).

As micoses cutaneas sao extremamente comuns, frequentemente recorrentes
e cronicas. Estima-se que 10 - 20% da populacdo mundial podem ser afetadas
(DRAKE et al.,1996; EL-GOHARY et al., 2014). Essas micoses raramente séo fatais,
mas podem resultar em morbidade, causar desconforto, desfiguramento, isolamento
social e podem predispor a infeccbes secundarias (BROWN et al.,, 2012). Os
tratamentos precisam de terapia a longo prazo e muitas vezes ndo sao resolutivos
(PFALLER, 2012).

As principais doencas fungicas cutaneas sdo causadas por Malassezia spp. e
por dermatéfitos (WHITE et al., 2014). Malassezia spp. sdo habitantes comensais do
couro cabeludo e da pele que podem causar doencas, incluindo dermatite
seborreica, caspa e ptiriase versicolor (GAITANIS et al., 2013). Essas infeccdes
estdo associados a 70 - 75% dos individuos imunossuprimidos e mais ou menos
50% dos distlrbios dérmicos em humanos saudaveis (WHITE et al., 2014). Os
dermatofitos sdo um grupo de fungos filamentosos que sdo os agentes etiolégicos
das doencas que afetam a pele, cabelos e unhas, ou seja, as dermatofitoses. Os
dermatofitos produzem enzimas que digerem a queratina, a qual os fungos utilizam
como fonte nutricional, facilitando sua capacidade de infectar tecidos que contenham
a queratina (WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995). Individuos imunocomprometidos
apresentam maior risco de dermatofitoses, incluindo a progressao para doenca
disseminada (NENOFF et al., 2014).

Dermatofitos sdo a causa mais comum de onicomicoses, particularmente

Trichophyton rubrum, o agente etiolégico mais comum (MIDGLEY; MOORE, 1998;
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NENOFF et al, 2014; PEREA et al, 2000; RELLOSO et al, 2012
SIGURGEIRSSON; BARAN, 2013). A infeccdo das unhas causada por dermatofitos
€ chamada de Tinea ungium (AYATOLLAHI MOUSAVI; SALARI; HADIZADEH,
2015), causando mais de 90% das infeccbes nas unhas dos pés e 50% das
infeccbes nas unhas das maos (PIRACCINI; ALESSANDRINI, 2015). Os fungos
filamentosos ndo dermatdéfitos como Fusarium spp., Aspergillus spp., Acremonium
spp. e Scopulariopsis brevicaulis causam entre 2% e 13% dos casos (ELEWSKI et
al., 2013; GARMENDIA; VIEDMA; ARZA, 2008; LOPEZ-JODRA; TORRES-
RODRIGUEZ, 1999; MORENO; ARENAS, 2010), enquanto as leveduras sao
responsaveis por cerca de 21% das onicomicoses (GARMENDIA; VIEDMA; ARZA,
2008; SIGURGEIRSSON; BARAN, 2013).

De acordo com a Sociedade Internacional de Micologia Humana e Animal
(SIMHA), as onicomicoses s&o infecgdes fungicas invasivas das unhas, sem
considerar o agente causador (ODDS et al., 1992), e sdo consideradas como uma
das infecc¢des fungicas mais comuns e, cada vez mais prevalente. Essas infeccdes
ocorrem como resultado da penetracdo do fungo na placa da unha (MOTAMEDI et
al., 2016). As onicomicoses representam até 50% das onicopatias e
aproximadamente 30% de todas as dermatomicoses (ELEWSKI, 2000). E uma
doenca muito comum em adultos (THOMAS et al., 2010), estando associada a
diferentes fatores predisponentes associados a ocupacdo, classe social, idade e
clima, bem como uma série de doencas subjacentes, como diabetes, doenca
vascular periférica, imunodeficiéncia e psoriase (LOO, 2007; THOMAS et al., 2010).

A onicomicose ndo dermatofitica é causada por fungos filamentosos hialinos
(HATTORI et al.,, 2005; RAMANI; RAMANI; SHIVANANDA, 1994) ou demaceos
(BARDE; SINGH, 1983; ROMANO; PACCAGNINI; DIFONZO, 2001) que sé&o
comumente encontrados como saproéfitos do solo ou patdgenos de plantas. Ao
contrario dos dermatdfitos, eles geralmente ndo sédo queratinoliticos (FARWA et al.,
2011) e habitam o cimento intercelular ndo queratinizado do tecido hospedeiro e
devem tirar proveito da destruicdo anterior da queratina por dermatéfitos, trauma ou
outra doenca das unhas. Por estas razdes, as vezes sdo considerados invasores
secundarios da placa de unhas (RIPPON, 1988).

As onicomicoses sdo uma das micoses superficiais mais dificeis de tratar,

pois sdo infec¢cBes cronicas sujeitas a frequentes recidivas. Devido a isso, é
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importante identificar o agente causador para garantir que o tratamento apropriado
seja empregado para cada caso (SALAS-CAMPOS; CHAVEZ-MADRIGAL, 2004).

2.1.2 Micoses subcutaneas

As micoses subcutaneas, também referidas como micoses de implantagcéo
(SAMAILA; ABDULLAHI, 2011), compreendem a invasdo da pele e tecido
subcutéaneo por fungos saprofiticos que vivem no solo e na vegetacdo (WELSH;
ARENAS, 2012). As micoses subcutdneas mais comuns S80 a esporotricose, a
cromoblastomicose e os micetomas. Ainda de menor ocorréncia séo a lacaziose, a
rinosporidiose e as entomoftoromicoses, que incluem a conidiobolomicose e a
basidiobolomicose (WELSH; ARENAS, 2012).

A esporotricose é uma infeccdo subaguda ou crénica causada por fungos
dimérficos, sendo a espécie mais comum Sporothrix schenckii (BONIFAZ;
VAZQUEZ-GONZALEZ; PERUSQUIA-ORTIZ, 2010; RAMOS E SILVA et al., 2012).
Esses fungos sao universais, embora sejam mais comuns em areas tropicais e
subtropicais. A incidéncia estimada de esporotricose na América do Sul é de 48 a
60 casos por 100.000 habitantes por ano (LYON et al., 2003; PAPPAS et al., 2000).
Sporothrix spp. vivem em vegetacdo, plantas ou detritos vegetais no solo e, portanto,
infeccbes sdo mais comuns em trabalhadores agricolas e pessoas que trabalham
em areas abertas (CRUZ; VIEILLE; OSCHILEWSKI, 2012; RAMOS E SILVA et al.,
2012).

A cromoblastomicose, também conhecida como cromomicose, é uma
infeccdo fangica polimérfica cronica da pele e tecido subcutaneo. E causada por
varias espécies de fungos melanizados ou dematiaceos, que produzem um
pigmento escuro (KRZYSCIAK; PINDYCKA-PIASZCZYNSKA; PIASZCZYNSKI,
2014; NAMRATHA et al., 2010; PINDYCKA-PIASZCZYNSKA et al., 2014; TORRES-
GUERRERO et al., 2012). A maioria dos pacientes tem histéria de lesdo traumatica
envolvendo madeira ou vegetacdo, e mais de 80% séo trabalhadores rurais da
Africa, Asia e América do Sul que tém o héabito de caminhar com os pés descalcos.
Os fungos responsaveis pela cromoblastomicose foram encontrados em todo o
mundo, embora sejam mais comuns nos paises tropicais e subtropicais (TORRES-
GUERRERO et al., 2012).
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As espécies mais comuns que causam cromoblastomicose sdo Fonsecaea
pedrosoi, Fonsecaea monophora, Cladophialophora carrionii, Phialophora verrucosa
e Rhinochladiella acquaspersa (BONIFAZ; VAZQUEZ-GONZALEZ; PERUSQUIA-
ORTIZ, 2010; NAMRATHA et al., 2010; TORRES-GUERRERO et al., 2012).

Os micetomas constituem-se em enfermidades infecciosas croénicas,
subcutéaneas, do tipo granulomatosa, sendo endémica em regides tropicais e
subtropicais, podendo ser causada por bactérias (actinomicetomas) ou fungos
(eumicetomas) (ZIJLSTRA et al., 2016). As lesbes sdo mais comuns nos pes, nas
canelas e nas maos. A primeira manifestacdo clinica € um nédulo duro e indolor que
se espalha lentamente para produzir papulas e vesiculas que descarregam liquido
contendo granulos na superficie da pele (ESTRADA et al., 2012; JEREZ et al.,
2012).

Os graos apresentam coloragdo escura ou negra quando estdo envolvidos
agentes como: Madurella mycetomatis, Trematosphaeria grisea, Falciformispora
senegalensis (Leptosphaeria senegalensis), Falciformispora thompkinsii, Exophiala
jeanselmei, Pyrenochaeta romeroi, Curvularia luneta e Phialophora verrucosa, entre
outros agentes; gréos claros ou esbraquicados sdo causados por: Scedosporium
apiospermum, Aspergillus nidulans, Aspergillus flavus, Fusarium sp., Acremonium
sp., Nostestudina rosatti e Microsporum audouinii (NENOFF et al., 2015). Os
actinomicetomas podem produzir grdos comumente de cor vermelho (Nocardia
brasiliensis) ou amarelo (Streptomyces spp.), mas também podem produzir graos
brancos, de modo que o diagnostico microbiolégico é fundamental para se
diferenciar eumicetoma de actinomicetoma (HJIRA et al., 2015)

2.2 AGENTES ESPECIFICOS DE MICOSES CUTANEAS E SUBCUTANEAS

2.2.1 Scopulariopsis brevicaulis

O género fungico Scopulariopsis € um ascomiceto que inclui espécies hialinas
e melanizadas que sdo saprofitas do solo e apresentam uma ampla distribuicdo
geografica. As espécies de Scopulariopsis sdo comumente isoladas do ar, madeira,
matéria organica em decomposi¢do, estrume e restos de animais (HOOG et al.,

2014), mas ocasionalmente estdo envolvidos em infec¢cbes humanas. Eles sao
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principalmente relacionados a onicomicoses (BONIFAZ; CRUZ-AGUILAR; PONCE,
2007), ceratites (AYDIN et al., 2007), otomicoses (ISSAKAINEN et al., 2010) e
infeccbes cutaneas (WU et al.,, 2009), embora infec¢cdes disseminadas também
tenham sido associadas a altas taxas de mortalidade em imunocomprometidos
(IWEN et al., 2012; SHAVER et al., 2014; YANG; WEI; CHEN, 2012) e, mais
raramente, em pacientes imunocompetentes (CAWCUTT; BADDOUR; BURGESS,
2015; HART et al., 2001).

As espécies identificadas em infecgcbes humanas incluem S. acremonium, S.
americana, S. brevicaulis, S. brumptii, S. candida, S. fusca, S. hominis (ISSAKAINEN
et al., 2007; NAIDU; SINGH; POURANIK, 1991). Scopulariopsis brevicaulis € a
espécie mais comumente isolada de infeccbes humanas sendo relatado como o
agente causador de 1 - 10% dos casos das onicomicoses nao dermatofiticas
(MORENO; ARENAS, 2010).

Em um estudo retrospectivo publicado em 2015, onde foram analisados
16.815 resultados de testes de pacientes com suspeita de micoses superficiais,
7.193 amostras foram positivas para fungos e dessas, 255 foram identificadas como
S. brevicaulis. Em 10.470 amostras de unhas que foram coletadas, a onicomicose foi
diagnosticada em 4.806 casos e desses, 218 foram identificados como S. brevicaulis
(MACURA; SKORA, 2015).

Esse estudo também mostrou que a prevaléncia mais comum de S.
brevicaulis € nas unhas dos pés (80%), tanto em mulheres quanto em homens
(MACURA; SKORA, 2015).

2.2.1.1 Tratamento

O tratamento das onicomicoses que sdo causadas por fungos filamentosos
nao dermatofiticos € complexo e insatisfatério, muito mais dificil e desafiante que
para os dermatdfitos (DEL PALACIO; PAZOS; CUETARA, 2001; MORENO;
ARENAS, 2010). Durante as ultimas trés décadas, um numero crescente de
infeccbes graves por S. brevicaulis foi relatado em pacientes imunocomprometidos
(IWEN et al., 2012) com infec¢bes invasivas frequentemente fatais (TORTORANO et
al., 2014). O tratamento ideal para as infeccdes por S. brevicaulis ainda néo foi
definido (TORTORANO et al., 2014).
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Muitos autores tém relatado que S. brevicaulis € resistente in vitro a todos 0s
agentes antifungicos conhecidos com altas concentracdes inibitérias minimas (CIMs)
para os compostos anfotericina B, flucitosina e azdlicos, tornando dificil erradica — lo
(CARILLO-MUNOZ et al., 2005; CUENCA-ESTRELLA et al., 2003; CUENCA-
ESTRELLA et al., 2006; SKORA; BULANDA; JAGIELSKI, 2015).

Cuenca — Estrella e colaboradores em 2006 relataram a atividade de 10
combinacdes de antifungicos frente a 25 isolados clinicos de S. brevicaulis,
observando que o efeito médio foi indiferente para todas as combinacdes. O
sinergismo foi observado para alguns isolados quando combinou — se terbinafina e
posaconazol (68% das cepas), anfotericina B e caspofungina (60%) e caspofungina
e posaconazol (48%) (CUENCA-ESTRELLA et al., 2006). Outro estudo realizado em
2014 avaliou a atividade antifungica de anfotericina B, terbinafina, ciclopirox,
itraconazol, cetoconazol e voriconazol frente a 40 isolados de S. brevicaulis e os
resultados mostraram que o itraconazol apresentou a maior CIM de 16 mg/L. Para
anfotericina B, voriconazol e cetoconazol as CIMs variaram de 4 a > 16 mg/L, 8 a >
16 mg/L e 8 a > 16 mg/L, respectivamente. A melhor atividade foi encontrada com
terbinafina, CIM de 0,5 a 16 mg/L e ciclopirox com CIM de 1 a 8 mg/L (SKORA;
MACURA; BULANDA, 2014).

As altas CIMs para muitos antifngicos obtidas na maioria dos estudos
sugerem que S. brevicaulis € multirresistente (SKORA; MACURA; BULANDA, 2014)

e devido a isso, torna necessario a busca de novas possibilidades terapéuticas.

2.2.2 Fonsecaea pedrosoi

A cromoblastomicose é a mais comum das varias micoses causadas por
fungos melanizados ou negros, e a melanina presente na parede celular desses
agentes € um importante fator de patogenicidade (REVANKAR; SUTTON, 2010).
Agentes de cromoblastomicose sdo encontrados no solo, espinhos e detritos de
plantas (GEZUELE; MACKINNON; CONTI-DIAZ, 1972; TSCHEN et al., 1984).

. O fungo demaceo Fonsecaea pedrosoi é o principal agente etiol6gico de
cromoblastomicose, uma micose cronica e granulomatosa, geralmente confinada a
pele e tecidos subcutaneos (HAMZA et al., 2003). Predominante em areas tropicais
e subtropicais, essa doenca € normalmente descrita em bracos e pernas de
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trabalhadores, que estdo constantemente em contato com o solo, onde F. pedrosoi
cresce como um saprofita (BONIFAZ; PAREDES-SOLIS; SAUL, 2004).

A cromoblastomicose raramente ocorre antes da adolescéncia, com a maioria
dos pacientes na faixa etaria entre 40 e 50 anos de idade, com uma propor¢ao entre
homens e mulheres de 5:1 e 9:1 (AL-DOORY, 1983; QUEIROZ-TELLES et al., 2009;
QUEIROZ-TELLES et al., 2011). No Brasil, a taxa de incidéncia estimada de
cromoblastomicose € de 3/100.000 (QUEIROZ-TELLES et al., 2011). Os principais
fatores de risco associados a infeccdo por cromoblastomicose séo: falta de calcados

de protecdo, luvas ou roupas, ma nutricao e habitos higiénicos (AL-DOORY, 1983).

2.2.2.1 Tratamento

A cromoblastomicose é extremamente dificil de tratar e muitas vezes é
refrataria a diversas opcles, incluindo tratamentos ndo farmacologicos, como
curetagem, eletrocoagulacdo e criocirurgia (BONIFAZ; VAZQUEZ-GONZALEZ;
PERUSQUIA-ORTIZ, 2010). A eficAcia da terapia pode estar relacionada a
gravidade e duracdo da doenca, ao agente etiologico e a adesao do paciente. Os
estudos comparativos sobre essa doenca séo escassos e as evidéncias que ajudam
a selecionar a melhor terapia sdo baseadas em poucos estudos clinicos e opinides
de especialistas e, devido a isso ndao existe uma terapia “padrdo ouro” para a
cromoblastomicose (BONIFAZ; CARRASCO-GERARD; SAUL, 2001; QUEIROZ-
TELLES; SANTOS, 2012, 2013).

Em um estudo realizado por Bonifaz e colaboradores em 2005, mostrou que a
terbinafina € um medicamento eficaz no tratamento da cromoblastomicose, por ser
um medicamento bem tolerado e com efeitos colaterais minimos (BONIFAZ et al.,
2005). Entre os varios compostos ja utilizados, terbinafina e itraconazol sao
indicados como terapias de primeira linha e o posaconazol em casos refratarios
(GRANT; CLISSOLD, 1989). Ja4 foram reportadas infec¢cbes por F. pedrosoi
resistentes ao itraconazol (ANDRADE et al., 2004) e as taxas de cura utilizando
monoterapia com itraconazol ou terbinafina variam de 15 a 80%, o que em média &
insuficiente (QUEIROZ-TELLES et al., 2009).

Um estudo in vitro realizado em 2018, mostrou que a combinacdo de

anfotericina B e terbinafina teve efeito sinérgico contra a maioria dos fungos
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melanizados associados a cromoblastomicose, sugerindo que essa combinacao
poderia fornecer uma opgéo para o tratamento de casos severos ou que hao
respondem ao tratamento de cromoblastomicose (DENG et al., 2018).

Os antifungicos devem ser mantidos pelo menos durante 6 meses e, embora
possam produzir um resultado clinico favoravel, as recorréncias durante ou apos a
terapia sdo comuns (TORRES-GUERRERO et al., 2012). Devido a isso, estratégias
terapéuticas alternativas empregando novos agentes antifungicos e/ou combinacéo
de drogas (ANTONELLO et al., 2010; GUPTA; TABORDA; SANZOVO, 2002; PANIZ-
MONDOLFI et al., 2008; PARK et al., 2005) podem ser promissoras no tratamento
da cromoblastomicose de forma mais eficiente.

2.2.3 Scedosporium apiospermum

Micetoma € uma infeccdo subcutanea crénica causada pela inoculacdo de
fungos filamentosos (eumicetoma) ou bactérias filamentosas aerdbias
(actinomicetoma) que formam graos nos tecidos afetados (VAN DE SANDE, 2013).
Micetoma é considerada uma doenca negligenciada pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) desde 2013 e permanece sem qualquer programa de controle para
prevencdo ou vigilancia (VAN DE SANDE, 2013; WELSH et al., 2014). Embora
ocorra em todo o mundo, prevalece em regides tropicais e subtropicais,
especialmente nas &reas sub-saarianas da Africa, india e México (MOHAMED;
FAHAL, 2016; ZEIN et al., 2012). Na América do Sul, casos de micetoma foram
reportados na Venezuela, Colémbia, Brasil e Argentina (FAHAL, 2011; VAN DE
SANDE, 2013; ZEIN et al., 2012) com maior incidéncia entre trabalhadores rurais
com idades entre 20 e 40 anos (FAHAL et al., 1994; WELSH; VERA-CABRERA,
SALINAS-CARMONA, 2007).

Scedoporium apiospermum é um dos agentes de micetoma, apresentando
gréos de coloracédo branca na superficie da pele afetada (NENOFF et al., 2015). A
infecc@o se desenvolve devido a implantacdo traumética do fungo na pele das maos
ou dos pés (70 — 80%) mais comumente, com uma resposta inflamatoria
granulomatosa na derme profunda e no tecido subcutaneo (FAHAL, 1994). S.
apiospermum foi isolado pela primeira vez em 1909 na Sardenha por Tarozzi
(AJELLO, 1952; TAROZZI, 1909) e é encontrado na agua, esgoto, solo, pantanos e
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esterco (CORTEZ et al., 2008; KANTARCIOGLU; DE HOOG; GUARRO, 2012). Essa
espécie foi considerada o anamorfo de Scedosporium boydii (anteriormente
conhecido como Pseudallescheria boydii) até 2005, quando se provou serem duas
espécies distintas com base em dados moleculares, fisiologicos e bioquimicos
(GILGADO et al., 2005).

2.2.3.1 Tratamento

Em contraste com o sucesso do tratamento obtido com antimicrobianos em
actinomicetoma, o tratamento de eumicetoma (causado por fungos verdadeiros)
continua sendo um desafio. O cetoconazol foi a base do tratamento por décadas, até
gue em 2013 seu uso foi restringido pela Food and Drug Administration (FDA) dos
Estados Unidos, devido as lesdes hepaticas potencialmente fatais, interacdes
medicamentosas e problemas nas glandulas suprarrenais (FDA, 2013).

Foram relatados resultados aceitaveis para o0 uso de triazdis de Ultima
geracdo, como o itraconazol e o fluconazol usados isoladamente ou em combinacgéo
com a terbinafina. Estas drogas sdo administradas durante um longo periodo e sé
depois de esgotar todas as opcdes cirargicas (ESTRADA et al., 2012; WELSH et al.,
2014). O itraconazol é considerado como terapia “padrdo ouro” para eumicetoma
(GUNDUZ et al., 2006; LEE et al., 1995). Embora esse antiflingico ndo seja curativo,
reduz o tamanho da lesdo com formacéo de fibrose, permitindo uma cirurgia menos
mutiladora (FAHAL et al., 2011). A terbinafina n&o foi eficaz em infecgdes profundas
contra S. apiospermum (LACKNER et al., 2011; MORIO et al., 2010), mas em um
relato de caso publicado em 2017, mostrou eficacia no tratamento juntamente com a
excisdo cirtrgica (TOTH et al., 2017).

Na América do Sul (Argentina, Peru, Coldmbia e Brasil) em 5 de 6 pacientes
com eumicetoma, 0 posaconazol se mostrou eficaz e levou a uma remissao
completa do micetoma. O paciente que nao respondeu ao tratamento apresentava
micetoma por S. apiospermum (NEGRONI et al., 2005). O voriconazol também ja
tem sido utilizado em alguns casos de micetoma (AMEEN; ARENAS, 2009;
LACROIX et al, 2005; LOULERGUE et al., 2006). Em 2013, Oliveira e
colaboradores descreveram um caso de eumicetoma por S. apiospermum em um

paciente imunocompetente que foi tratado com sucesso utilizando como terapia o
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voriconazol oral (OLIVEIRA et al.,, 2013). A terapia antifungica combinada foi
relatada em apenas um caso, quando ap6s uma falha no tratamento com fluconazol
e anfotericina B, o paciente foi curado com sucesso com a combinacdo de
voriconazol e caspofungina (BEIER et al., 2010). A excisdo cirurgica isolada, sem
terapia antifingica, foi aplicada em um caso (SOPTA et al.,, 2005), enquanto a
amputacdo sem tentar qualquer tratamento antifungico foi realizada uma vez na
Turquia (KANTARCIOGLU; YUCEL, 2005). Terapia com Itraconazol mais cirurgia foi
utilizada no caso descrito por Monteroa e colaboradores (MONTEROA et al., 2004).
O diagndéstico correto de eumicetoma de grao branco por S. apiospermum &
importante, porque esse agente € resistente a uma variedade de antimicéticos

comumente usados.

2.3 TERAPIA FOTODINAMICA (TFD): UMA ALTERNATIVA DE TRATAMENTO
PARA MICOSES CUTANEAS E SUBCUTANEAS

Em comparagdo com a terapia antibacteriana, o tratamento antifingico é
limitado, devido ao numero reduzido de farmacos disponiveis. Na maioria das vezes,
o tratamento € prolongado, os efeitos colaterais sdo graves e as interacdes
medicamentosas sdo comuns (HAY, 1999; KATZ, 1997). Em muitos casos, 0
tratamento € ineficaz (COHEN; SCHER, 1994; WALSH et al., 2000). Além disso, 0s
fungos tornaram-se cada vez mais reconhecidos como importantes patégenos em
pacientes com doencas criticas (JOHNSON et al., 1995), em consequéncia do
imunocomprometimento e, neste cenario, a emergéncia da resisténcia de espécies
fungicas aos agentes antifungicos (BLIGNAUT et al., 2005; DENNING, 1995;
DODGSON et al.,, 2004; JOHNSON et al.,1995; PUJOL; PFALLER; SOLL, 2004,
WALSH et al., 2000). Devido a isso, tem-se buscado ativamente novas alternativas
de tratamento. A TFD é uma dessas alternativas, com potencial limitado ao
tratamento de infecgdes topicas.

A TFD consiste na combinacao de trés fatores: a) agente fotossensibilizador
(FS), que é capaz de se acumular seletivamente nos tecidos lesados ou de ser
metabolizados pelas células alvo; b) da exposi¢éo a luz visivel com comprimento de
onda adequado e c) da presenca de oxigénio (MENEZES, 2012). A ativacao do FS
resulta na producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS), como anions

superoxidos e o oxigénio singlete, que em uma sequéncia de rea¢des fotoquimicas e
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fotobiolégicas provocam a inativacdo da célula-alvo (BLISS et al., 2004; KOCHEVAR
et al., 1996; OLIVEIRA; MACHADO; PESSINE, 2005). Nos ultimos anos esta técnica
tem sido muito empregada para o tratamento de neoplasias, principalmente as
cutaneas (BAHNER; BORDEAUX, 2013; MROZ et al., 2013), e para a inativacao de
micro-organismos (EAGLESOME et al., 1994; JORI et al., 2011; PIRES et al., 2012).

Existem documentos de 2000-1200 a.C. mostrando que 0s egipcios, chineses
e indianos, usavam combinacfes de extratos de plantas com exposicdo a luz solar
para tratar distirbios de pele (CRAIG et al., 2015; PATHAK; FITZPATRICK, 1992).
Os egipcios usaram a aplicacdo de um extrato de Ammi majus, uma planta contendo
furanocumarina, associada a exposicao solar para tratar vitiligo tépico. Na medicina
tradicional indiana, um extrato de Psoralea corylifolia, que também € uma
furanocumarina, era utilizado de maneira semelhante no vitiligo (PATHAK;
FITZPATRICK, 1992).

Contudo, a proposta moderna de TFD foi iniciada em 1900 por Tappeiner e
seus colegas de trabalho na Alemanha (TAPPEINER, 1900). O primeiro relato da
observacdo de que a combinacdo de luz e corante poderia ser prejudicial a uma
célula foi publicado por Raab (1900), um aluno de Tappeiner. Raab relatou a morte
do protozoario Paramecium caudatum apds exposicdo a luz na presenca de um
corante de acridina. Ap6s esse achado, em 1903, Tappeiner e o dermatologista
Jesionek relataram como a aplicacéo tépica de eosina associada a exposicéo a luz
branca tratou de forma eficaz um tumor de pele (JESIONEK; TAPPEINER, 1903).
Tappeiner e seu colega Jodlbauer também observaram que o efeito fototoxico nao
ocorreu na auséncia de oxigénio e introduziram o termo “agdo fotodindmica” em
1907 para descrever a reacédo (TAPPEINER; JODLBAUER,1904; 1907). Mais tarde,
foi empregada a luz branca através de lampadas convencionais, com as
desvantagens da alta temperatura associada e da dificuldade em se calcular a
dosagem da luz (TOREZAN; NIWA; NETO, 2009). Posteriormente, os lasers tiveram
maior aplicabilidade devido a monocromaticidade, unidirecionalidade e facilidade de
célculo da dosimetria (BRUGNERA JUNIOR; PINHEIRO; ZANIN, 2007).



23

2.3.1 Lasers: Generalidades e Mecanismos de agéo

A palavra laser é uma abreviatura de “Light Amplification of Stimulated
Emission of Radiation”, que na lingua portuguesa significa Amplificagdo da Luz por
Emissdo Estimulada de Radiacdo. O laser é uma radiacdo que se encontra no
espectro de luz que varia do infravermelho ao ultravioleta, passando pelo espectro
visivel (BASSANI; BASTOS, 1992; BRUGNERA JUNIOR; VILLA; GENOVESE,
1991; BRUGNERA JUNIOR et al., 2003; GENOVESE, 2000; MELLO; MELLO, 2001;
ROBERTS-HARRY, 1994).

Albert Einstein, em 1916, formulou os principios da amplificacdo da luz por
emissdo estimulada de radiacdo, quando percebeu em seu experimento que a
emissao induzida poderia existir e a radiacdo eletromagnética seria produzida por
um processo atdmico (BASSANI; BASTOS, 1992; BRUGNERA JUNIOR; VILLA;
GENOVESE, 1991; BRUGNERA JUNIOR et al., 2003; GENOVESE, 2000; MELLO;
MELLO, 2001). Theodoro H. Maiman, em 1960, desenvolveu o primeiro aparelho
emissor de laser a cristal de rubi, que passou a ser comercializado e em seguida, foi
realizada a primeira intervencao cirargica com o laser. Em 1965, Sinclair e Knoll
desenvolveram o laser terapéutico, ndo mais com efeito de corte, mas de
bioestimulacdo dos tecidos (BASSANI; BASTOS, 1992; BRUGNERA JUNIOR;
VILLA; GENOVESE, 1991; BRUGNERA JUNIOR et al., 2003).

A luz laser oferece uma seguranca ao ser utilizada, e difere das outras formas
de luz devido a principalmente trés caracteristicas: monocromaticidade,
unidirecionalidade e facilidade de calculo da dosimetria (BRUGNERA JUNIOR,;
PINHEIRO; ZANIN, 2007).

2.3.1.1 Classificacdo dos lasers e modo de acao

Os aparelhos de laser sédo constituidos por um meio ativo, que pode ser soélido
(rubi), gasoso (mais comuns, como exemplo o CO,, He - Ne, Ar), semicondutor
(Diodo - AsGaAl, AsGa), semissélido (Nd - YAG, Er - YAG, YAP), Excimero (KrF,
XeCl) ou liquido (pouco usados) (BRUGNERA JUNIOR; VILLA; GENOVESE, 1991;
BRUGNERA JUNIOR et al., 2003; GENOVESE, 2000; MELLO; MELLO, 2001).
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Os lasers sao classificados de acordo com a poténcia de emissao da radiacao
podendo ser: laser de alta, média e baixa intensidade.

Os lasers de alta intensidade, também conhecidos como laser cirargico,
emitem radiacdo de alta poténcia, o que propicia um potencial destrutivo, sendo
utilizados para viabilizar cirurgias ou remocéo de tecido cariado, ou seja, possui uma
acado fototérmica de corte, vaporizacdo, coagulacdo e esterilizacdo dos tecidos. Os
principais lasers de alta intensidade sdo o Excimer, Argbnio, Kripton, Dye, Rubi,
Familia YAG (itrio — aluminio - granada) e CO, (BRUGNERA JUNIOR; VILLA;
GENOVESE, 1991; BRUGNERA JUNIOR et al., 2003; GENOVESE, 2000; MELLO;
MELLO, 2001). Os lasers de média intensidade emitem radiacdes com poténcias
medianas, sem poder destrutivo, sendo mais utilizados em fisioterapia. Entre eles se
encontram o laser de Hélio - Nebdnio (He-Ne) e o Arseniato de galio (AsGa)
(GENOVESE, 2000). Os lasers de baixa intensidade, também denominado laser
terapéutico, emitem radiagcbes de baixas poténcias, sem potencial destrutivo, e
possuem uma ac¢ao fotoquimica de analgesia, anti-inflamatdria e de bioestimulagéo
tecidual. Entre os lasers de baixa intensidade encontram-se os lasers: He-Ne (Hélio -
Nebnio), diodo (Arseniato de galio — AsGa) e Arseniato de galio e aluminio (AsGaAl)
(BRUGNERA JUNIOR; VILLA; GENOVESE, 1991; BRUGNERA JUNIOR et al.,
2003; GENOVESE, 2000; MELLO; MELLO, 2001).

2.3.2 Mecanismo de acao da Terapia Fotodinamica

A TFD é um tratamento que utiliza uma combinagéo de luz, uma substancia
guimica conhecida como FS que é capaz de ser ativada pela luz e pelo oxigénio,
provocando um efeito citotdxico. A TFD induz a produgcdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNs) (DAl et al., 2012; HAMBLIN; HASAN, 2004).

O processo envolve a emissédo de luz num comprimento de onda capaz de
excitar o FS, o qual absorve um féton e passa do estado fundamental (So) para o
primeiro estado excitado singlete (S;). Esse estado de excitagdo tem um tempo de
vida muito curto e, assim, o FS pode retornar ao estado fundamental através de
processos radioativos como, fluorescéncia ou fosforescéncia, ou nao radioativos
como interconversédo ou cruzamento intersistemas. No cruzamento intersistemas, a

molécula do FS passa do estado S; para o estado excitado triplete (S3), sendo esse
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estado responséavel por originar o efeito fotossensibilizante, podendo participar de
reacoes fotodinamicas produzindo EROs (DONNELLY; MCCARRON; TUNNEY,

2008; HAMBLIN et al., 2002; MENEZES, 2012; RODRIGUES, 2012) (Figura 1).

Figura 1 - Mecanismo de a¢ao da terapia fotodinamica
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Fonte: Baltazar et al. (2015).

Podem ocorrer dois tipos de reacfes fotodinamicas, as quais sdo chamadas
tipo | e tipo Il. Na reacdo tipo I, 0 FS no estado triplete transfere diretamente um
elétron ou um atomo de hidrogénio para uma biomolécula, produzindo intermediarios
reativos como o anion superoxido (O2), peroxido de hidrogénio (H2O,), radicais
hidroxila (OH"), éxido nitrico (NO) e nitrito de perdoxido (ONOO) (BALTAZAR et al.,
2013; HAMBLIN; HASAN, 2004). A reacao fotodindmica que ocorre com 0s FSs
atuais segue, principalmente, o mecanismo tipo Il. Na reacdo do tipo Il, o FS
transfere energia para o oxigénio molecular produzindo oxigénio singlete (*O2), o
gual € um oxidante extremamente poderoso com um tempo de meia vida muito
curto, mas que pode reagir com diversas biomoléculas, como lipidios e proteinas
(HAMBLIN; HASAN, 2004).

Um aspecto importante da utilizacdo de radicais oxidativos e nitroso-ativos

obtidos por este processo e voltados a aplicagfes antimicrobianas, é que os alvos
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celulares tém reduzida probabilidade de selecé&o de cepas resistentes, um problema
frequente nas terapéuticas atuais (CALZAVARA-PINTON; VENTURINI; SALA, 2005;
CALZAVARA-PINTON et al. 2012). Os radicais gerados pela TFD tém meia vidas
extremamente curtas e reagem apenas em seus locais de formacédo, o que reduz
sua toxicidade em tecidos normais adjacentes (NYMAN; HYNNINEN, 2004).

Os radicais gerados alteram a estrutura da parede da membrana celular
fungica, proporcionando a translocacdo do FS para a célula. Posteriormente, os
EROs e ERNSs produzidos fora e dentro da célula fungica causam um desequilibrio
na homeostase celular, resultando em morte celular por apoptose, necrose ou
autofagia (MROZ et al., 2011).

2.4FOTOSSENSIBILIZADORES FENOTIAZINICOS

O primeiro FS amplamente utilizado na medicina foi a hematoporfirina (Hp),
obtida a partir de sangue ressecado e submetido a tratamento com acido sulfurico
concentrado. A Hp foi primeiramente testada in vitro por Hausman (1911) na Austria,
onde demonstrou que o0 composto ativado era efetivo contra protozoarios
(Paremecium spp) e eritrocitos (SCHERER, 1841). No entanto, somente em 1993,
no Canad4, que o primeiro FS a obter aprovacdo federal para uso clinico foi o
Photofrin®, seguido de outros paises, incluindo os Estados Unidos em 1995
(USUDA et al., 2006).

Os FSs sédo corantes com capacidade de absorver energia de uma fonte de
luz e transferir essa energia para outra molécula (PLAETZER et al., 2009). O FS
ideal para ser empregado na TFD deve congregar caracteristicas como seletividade
pelas células alvo, absorver a luz no espectro vermelho ou vermelho distante, ser
hidrossoluvel e apresentar resposta bioldgica desejada (CASTANO; DEMIDOVA;
HAMBLIN, 2005). A maioria dos FSs deriva de corantes vitais e caracterizam-se por
nao apresentarem a priori toxicidade as células humanas nas concentragdes
requeridas para a técnica. Os corantes, de modo geral, possuem a propriedade de
absorver luz visivel eficientemente e possuem a habilidade de induzir ou participar
de reacdes fotoquimicas (MACHADO, 2000). Podem ser administrados por via
topica, intralesional ou sistémica antes da consecutiva exposi¢do a luz (ORTH et al.,
2000).
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Os FS catibnicos sao mais eficientes do que seus homdlogos neutros ou
anidnicos na morte fotodindmica de células microbianas. Os FSs catidnicos sdo mais
eficazes, especialmente como antibacterianos de amplo espectro, do que seus
homologos aniénicos (WAINWRIGHT, 1998).

Os principais FSs utilizados em ensaios clinicos modernos sdo os sais de
fenotiazina, azul de toluidina O e azul de metileno (Figura 2), com comprimentos de
onda de absorcao de 600 - 660 nm (CALZAVARA-PINTON et al., 2012). Ambos sdo
clinicamente aprovados para uso humano e podem efetivamente atuar sobre a
membrana fungica, causando danos estruturais (CALZAVARA-PINTON et al., 2012;
DAl et al., 2012; PLAETZER et al., 2009).

Os FSs fenotiazinicos tém estruturas simples triciclicas planares, tipicamente
de natureza catibnica. Tanto o AT quanto o AM, sdo produtores eficientes de
oxigénio singlete e o comprimento de onda de absor¢do maximo na agua € 656 nm
para o AM e 625 para o AT (KALKA; MERK; MUKHTAR, 2000).

Figura 2 - Estrutura quimica do azul de metileno (A) e azul de toluidina O (B)
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Fonte: Bacellar et al. (2014).

24.1 Terapia fotodinAmica aplicada a micro-organismos utilizando
fotossensibilizadores fenotiazinicos

Na TFD, a combinacdo de um farmaco e luz visivel provoca destruicéo
seletiva de células microbianas. A capacidade de combinacdes entre drogas e luz
para destruir micro-organismos € conhecida ha mais de 100 anos (MOAN; PENG,
2003). No entanto, foi na busca por tratamentos alternativos para patdégenos
resistentes aos antibiéticos, que o fenbmeno passou a ser investigado em detalhes.
Numerosos estudos tém mostrado que a TFD é altamente eficaz na destruigdo in
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vitro e in vivo de virus e protozoarios, bem como bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas e fungos.

A TFD é eficaz em eliminar micro-organismos causadores principalmente de
infeccdes localizadas na pele e na cavidade oral, uma vez que a principal vantagem
dessa técnica esta no fato ndo favorecer o desenvolvimento de resisténcia as EROs.
Esta caracteristica deve-se ao fato dessas moléculas atingirem diversos alvos no
micro-organismo, provocando reacfes de oxidacdo, seja nos lipideos, lisossomos,
mitocondrias, proteinas de membranas, e assim, promovendo a morte celular
(MAISCH, 2009; PEREIRA GONZALES; MAISCH, 2012).

Candida albicans é efetivamente eliminada pela TFD com AM ou AT
(WILSON; MIA, 1993), mas é muito menos suscetivel quando comparada com varias
bactérias procariéticas como, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus pyogenes, Propionibacterium acnes e Corynebacterium minutissimum
(ZEINA et al., 2002).

A observacado de que a TFD frente as células procaridticas € mais efetiva do
qgue frente as células eucaritticas, deve-se ao fato de que nas células procarioticas,
a inativacdo ocorre de uma forma uUnica, ou seja, 0 dano em apenas um alvo ja é
suficiente para causar a morte do micro-organismo. Por outro lado, acredita-se que
nas células eucaridticas a membrana nuclear funcione como uma barreira para 0s
produtos da reacao fotodinamica, explicando sua menor suscetibilidade (ZEINA et
al., 2001). Mesmo assim, quando a inibicdo ou morte é observada, 0s mecanismos
envolvem a perfuracdo de parede e de membranas celulares pelos radicais livres,
permitindo que o FS seja transportado para o interior celular. A seguir, as EROs
geradas pela luz de excitagdo, provocam danos em varios alvos celulares como,
inativacdo enziméatica, peroxidacdo dos lipidios, determinando a lise das membranas
celulares, lisossomos, mitocondrias, resultando em morte celular (BERTOLONI et al.,
1989; DONNELLY; MCCARRON; TUNNEY, 2008).

Varios grupos investigaram a capacidade de Streptococcus aureus manter a
viabilidade ap0s a exposicao ao AT e uma fonte de luz. Wilson e Yianni usando 12.5
ugml™ de AT e luz de um laser de hélio-neon de baixa poténcia, relataram uma
reducdo de 4,47 logip na contagem vidvel de uma espécie de S. aureus resistente a
meticilina (MRSA) (WILSON; YIANNI, 1995). Usacheva e colaboradores

compararam o uso de AM e AT contra diferentes bactérias, incluindo S. aureus sob
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condi¢cbes de escuro e claro e observaram que usando um laser diodo (664 nm)
todas as bactérias irradiadas foram erradicadas (USACHEVA; TEICHERT, BIEL,
2001).

A resisténcia primaria de fungos patogénicos aos agentes antifungicos
tradicionais é bem conhecida, por outro lado, a resisténcia secundaria ou adquirida
entre fungos oportunistas esta em nitido crescimento. Neste contexto, a aplicacdo da
TFD em pacientes com infeccfes fungicas de pele tem consideravel potencial para
beneficiar-se deste recurso (JOHNSON et al.,1995).

Na aplicagéo clinica da TFD, Lyon e colaboradores, em 2011, demonstraram
in vivo o0 sucesso da TFD com AM frente a agentes de cromoblastomicose (LYON et
al., 2011). Em outro estudo desenvolvido pelo mesmo autor, utilizando o AM como
FS, foi demonstrado que Fonsecaea pedrosoi e Cladophialophora carrionii foram
sensiveis a atividade fotodinamica in vitro (LYON et al., 2013).

Um estudo realizado por Mario e colaboradores, utilizando o AM como FS,
demonstrou que o0s agentes de esporotricose foram sensiveis a atividade
fotodindmica in vitro (MARIO et al.,, 2014). Dermatofitos como Trichophyton
mentagrophytes e Trichophyton rubrum também foram sensiveis a atividade
fotodinamica in vitro com compostos fenotiazinicos (RODRIGUES et al., 2012).

Um estudo realizado por Lu e colaboradores em 2017, avaliou os efeitos da
TFD utilizando AM como FS contra 6 espécies fungicas, incluindo S. apiospermum.
Das 6 espécies, S. apiospermum foi a mais sensivel a foto-inativacdo, com uma
reducdo de UFC de até 5,2 logio (LU et al., 2017).

N&o ha estudos envolvendo S. brevicaulis e TFD utilizando FSs
fenotiazinicos. Também ndo h& estudos com TFD utilizando azul de toluidina como

FS frente a F. pedrosoi e S. apiospermum.
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3 ARTIGO: AVALIACAO DA ATIVIDADE FOTODINAMICA FRENTE A AGENTES
DE MICOSES CUTANEAS E SUBCUTANEAS

Os resultados que compde essa dissertacado estdo apresentados sob forma
de manuscrito, 0 qual esta organizado nas sec¢fes resumo, introdu¢do, materiais e
métodos, resultados, discussdo e referéncias bibliograficas. O manuscrito esta
formatado segundo as normas exigidas pela revista cientifica, a qual sera

submetido.
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ABSTRACT

Photodynamic therapy has been successfully applied in cutaneous and
subcutaneous mycoses. In our study, we evaluated the in vitro photodynamic activity
against Scopulariopsis brevicualis, Fonsecaea pedrosoi and Scedosporium
apiospermum, cutaneous and subcutaneous mycosis agents, using methylene blue
and toluidine blue as photosensitizers and diode laser (InGaAlP). The results
demonstrated that both methylene blue and toluidine blue were efficient in
significantly reducing the growth of the agents tested. These pathogenic fungi affect
immunocompetent and immunocompromised patients and are resistant to most
conventional antifungal agents. In this context, photodynamic therapy emerges as an
alternative treatment for cutaneous and subcutaneous mycoses. However, it requires
experimental in vivo studies to prove its validity and ensure its effectiveness before

expanding the use to clinic.

Keywords: Photodynamic activity; Phenothiazine photosensitizers; Scopulariopsis

brevicaulis; Fonsecaea pedrosoi; Scedosporium apiospermum.



33

1 INTRODUCTION

Photodynamic therapy (PDT) consists in a combination of three factors: a) the
photosensitizer (PS), which is able to selectively accumulating in damaged tissues or
being metabolized by the target cells; b) visible light exposure with adequate
wavelength and c) the presence of oxygen [1]. PDT action mechanism is based on
the ability of PS compounds to generate highly reactive singlet oxygen after exposure
to laser light. This singlet oxygen attacks the biological membranes and the resulting
changes in cell permeability induce microbial damage [2]. In recent years, this
technique has been very used for the neoplasias treatment, especially cutaneous
[3,4], and microorganisms inactivation [5-7].

The main PSs used in modern clinical trials are the phenothiazine, toluidine
blue O (TBO) and methylene blue (MB) salts, with absorption wavelengths of 600-
660 nm. Both are clinically approved for human use and can effectively act on the
fungal membrane causing structural damage [8-10]. Several authors have reported
the efficiency of photodynamic activity using MB and TBO as PSs against a variety of
microorganisms [11-16].

PDT is effective to eliminate microorganisms that cause mainly localized
infections in the skin and oral cavity, since the main advantage of this technique is
preventing the development of resistance to reactive oxygen species (ROS). This
characteristic is due to the fact that these molecules reach several targets in the
microorganism, causing oxidation reactions, in lipids, lysosomes, mitochondria,
membrane proteins, so promoting cell death [11,17].

Onychomycoses are invasive fungal infections in the nails, representing up to

50% of onychopathies and approximately 30% of all dermatomycoses [18,19]. Non-
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dermatophyte filamentous fungi such as Fusarium spp., Aspergillus spp.,
Acremonium spp. and Scopulariopsis brevicaulis cause between 2% and 13% of
cases [20-23]. S. brevicaulis is the most commonly isolated species of human
infections and is reported as the causative agent of 1-10% of cases of non-
dermatophytic onychomycosis [23]. Onychomycosis is one of the most difficult
superficial mycoses to treat, because it has a chronic course with a relapses
tendency [24].

Epidemiologically, chromoblastomycosis ranks second among subcutaneous
mycoses, behind only sporotrichosis [25]. Chromoblastomycosis is characterized as
chronic insidious fungal infection, usually involving lower limbs, whose lesions
present as verrucous nodules and papules that, when they compromise an entire
limb, determine pathological conditions with significant esthetic changes and severe
impairment of their functions [26,27]. Five species of dematiaceous fungi are involved
with the etiology of the disease, especially Fonsecaea pedrosoi [28]. The treatment
of this mycosis is a therapeutic challenge for clinicians, since complete cure is
difficult and recurrences are common [27,29].

Mycetomas are chronic subcutaneous infections caused by filamentous fungi
(eumycetomas) inoculation or aerobic filamentous bacteria (actinomycetomas) that
form grains in affected tissues [30]. Scedoporium apiospermum is one of the
eumycetoma agents, forming white-colored grains on the surface of the affected skin
[31]. Infection develops due to fungus traumatic implantation on the skin of the hands
or feet (70-80%) more commonly, with a granulomatous inflammatory response in
the deep dermis and subcutaneous tissue [32]. In contrast to antimicrobial treatment
success in actinomycetomas, the eumycetomas treatment is a challenge because

these agents show primary resistance to the antimycotics employed.
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S. brevicaulis, F. pedrosoi and S. apiospermum are resistant to most of the
conventional antifungal agents, requiring the study of therapeutic alternatives. PDT is
an interesting alternative that deserves to be explored. Here the photodynamic
activity was evaluated in inhibition of in vitro growth of S. brevicaulis, F. pedrosoi and

S. apiospermum using MB and TBO as PSs.

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Microorganisms

Three clinical isolates were used: S. brevicaulis, F. pedrosoi and S.
apiospermum previously identified according to physiological, morphological and
biochemical characteristics. These clinical isolates belong to the fungal cultures
collection of the Laboratory of Mycological Research (LAPEMI) of the University of

Santa Maria, Brazil.

2.2Inoculum preparation

The inoculums were prepared according to CLSI document M38-A2 [33].

2.3Photodynamic activity

The photodynamic inactivation technique used was described by Lyon et al.
[16] with modifications. MB and TBO, used as PSs in the technique, were purchased
from Sigma Aldrich®. Both MB and TBO were solubilized in sterile distilled water and
were tested at the final concentrations of 1, 2, 4 and 8 ug/mL. Volumes of 100 uL
from each concentration were added with 100 yL of standardized inoculum pre-

aliquoted into 96-well sterile microtiter plates. These suspensions were incubated for
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1 hour in the dark at 35 °C. After that time, the tests were irradiated with a diode laser
(InGaAlP; Theralase, DMC, Séo Carlos, Brazil) with a power of 100 mW, wavelength
of 660 nm and a distance of 1 cm from the plate. The irradiation times were 50
seconds (15 J/cm?), 1 minute and 50 seconds (30 J/cm?), 3 minutes and 40 seconds
(60 J/cm?) and 7 minutes and 30 seconds (120 J/cm?) with an irradiated area of 0.38
cm?. The following controls were included: fungal suspension with saline solution
without light irradiation (C1), fungal suspension and MB/TBO (8 ug/mL) without light
irradiation (C2), fungal suspension with saline solution with 15 J/cm? (C3) light
irradiation, fungal suspension with saline solution with 30 J/cm? (C4) light irradiation,
fungal suspension with saline solution with 60 J/cm? (C5) light irradiation and fungal
suspension with saline solution with light irradiation of 120 J/cm? (C6). The
treatments consisted of fungal suspension, light irradiation and MB/TBO at
concentrations of 1 uyg/mL (T1), 2 ug/mL (T2), 4 pg/mL (T3) and 8 ug/mL (T4).
Aliquots of 20 uL for each group were inoculated on Sabouraud dextrose agar and
incubated at 35 ° C for seven or more days until growth for counting of colony
forming units (CFU). The photodynamic inactivation efficiency was evaluated by
comparing the counts of the colonies after treatments T1, T2, T3, T4 with those
obtained with non-irradiated control colonies and free from MB/TBO (C1). All tests

were performed in triplicate.

2.4 Analysis of results

The C1 control group was considered as 100% growth for each set of tests.
The Anova two-way test was used to compare the difference among C1 and the

other groups, followed by the Newman-Keuls post-test. In all statistical tests, a level
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of significance for 0.05% (P < 0.05) was considered. The analysis was performed

using GraphPad Prism 6 software.

3 RESULTS

Our results showed that laser light exposure (InGaAlIP) together with PS MB
compared to control C1 significantly reduced the growth of S. apiospermum and S.
brevicaulis strains using 8 pg/mL of PS and a light irradiation of 60 J/cm? and 4 and 8
ug/mL of PS and a light irradiation of 120 J/cm?. There was not growth inhibition of F.
pedrosoi, promoted by the photodynamic activity, when MB was used as PS.

Exposure to laser light (InGaAlP), using TBO as PS agent, compared to
control C1, promoted the growth reduction of the three species studied. For F.
pedrosoi, the inhibition by the photodynamic activity was observed with 8 pg/mL of
PS and a light irradiation of 30 J/cm?; for S. apiospermum the growth inhibition by
photodynamic activity was observed with 8 pg/mL of PS and a light irradiation of 15
Jicm?; 2 and 4 pg/mL of PS and 30 J/cm? irradiation; 1, 2, 4 and 8 pg/mL of PS and
irradiation of 60 J/cm? and 1, 2 and 4 pg/mL of PS and irradiation of 120 J/cm?. The
growth inhibition of S. brevicaulis through the photodynamic activity occurred using
concentrations 1 and 4 pg/mL of PS and light irradiation of 30 J/cm? 2, 4 and 8
ug/mL of PS and irradiation of 60 J/cm? and 120 J/cm?. Figures 1, 2, 3, 4, 5 and 6

show the results obtained.

4 DISCUSSION

The increase of drug-resistant pathogens drove researchers to explore new

alternative approaches to infectious diseases, and PDT is one of them. The ability of
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PDT to eliminate microorganisms has been described by several investigators and
the data suggest that PDT is potentially effective against bacterial, viral, fungal and
protozoal infections [34,35].

Interest in antifungal PDT has increased in recent years. Dovigo et al. [36,37]
evaluated the efficacy of PDT against Candida species resistant to fluconazole and
against cells in suspension or biofilms, concluding that the fungicidal effect of PDT is
lineage dependent and that fluconazole resistant strains are less susceptible to PDT.
Giroldo et al. [38] demonstrated that PDA with MB increases membrane permeability
in C. albicans, which could decrease the resistance of this yeast to other antifungal
agents. In this way, PDT also started to be an adjunct to conventional antifungal
chemotherapy.

Investigations with filamentous fungi gained interest due to promising results
obtained against superficial and cutaneous mycoses using PDT. Trichophyton
rubrum, the main agent of dermatophytosis, has also been studied [13,39], and
clinical analysis have demonstrated the effectiveness of PDT for superficial mycoses
that present as dermatophytoses [40]. PDT also achieved a desirable results in non-
dermatophytic onychomycosis [41].

In this study, show the ability of in vitro inhibition of fungal agents related to
difficult mycoses such as onychomycosis caused by S. brevicaulis,
chromoblastomycosis and mycetoma was demonstrated. Our results broaden the
prospects of PDT use in subcutaneous mycoses. In 2013, Lyon et al. demonstrated
the in vitro antifungal activity of laser light against Fonsecaea pedrosoi and
Cladosporium carrionii using MB (32 mg/ml) as a photosensitizing agent [16]. Lu et

al. in 2017, evaluated the effects of PDT using MB as PS against six fungal species,
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including S. apiospermum. Of the six species, S. apiospermum was the most
sensitive to photo-inactivation [42].

The fungal species studied present high percentages of primary resistance to
several classes of antifungal and, when sensitive, the treatments are long resulting in
the development of secondary resistance or treatment abandonment, compromising
the therapy success. In this context, PDT imposes itself as a candidate to become an
important alternative to the therapies currently employed. PDT can be combined with
conventional antifungal agents by reducing relapses and administration time to
antifungal agents, which may result in lower patient toxicity. In addition, in cases of
chromoblastomycosis and mycetoma, the patient has very large injuries, which could
be reduced by the use of PDT.

Both the cell wall and the fungal plasma membrane are negatively charged,
which facility the connection of cationic PSs, such as phenothiazines. We believe that
the fungal growth inhibition recorded are due to the positively charged phenothiazine
PSs, interacting with the negative charges of the fungal wall.

Finally, the evidence of photodynamic activity on the studied agents allows us
to propose that new studies be performed to ensure the introduction of this therapy in

clinical practice.
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Fig. 1 Effect of photodynamic inactivation using MB and laser light (InGaAIP) against F. pedrosoi.

C1: Isolated without MB and without irradiation; C2: Isolate exgosed to 8 ug/mL of MB without
irradiation; C3: Isolated without MB and light irradiation of 15 J/cm®; C4: Isolated without MB and light
irradiation of 30 J/cm? C5: Isolated without MB and light irradiation of 60 Jicm?; C6: Isolated without
MB and light irradiation of 120 J/cmz.(*) The growth reduction was statistically significant (P < 0.05).
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Fig. 2 Effect of photodynamic inactivation with TB and laser light (InGaAIP) against F. pedrosoi.

C1: Isolated without TB and without irradiation; C2: Isolate exEosed to 8 yg/mL of TB without
irradiation; C3: Isolated without AT and light irradiation of 15 J/cm®; C4: Isolated without TB and light
irradiation of 30 J/cm?; C5: Isolated without TB and light irradiation of 60 Jlcm?; C6: Isolated without
TB and light irradiation of 120 J/cm?.(*) The growth reduction was statistically significant (P < 0.05).
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Scedosporium apiospermum - MB
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Fig. 3 Effect of photodynamic inactivation with MB and laser light (InGaAIP) against S. apiospermum.
C1: Isolated without MB and without irradiation; C2: Isolate exg)osed to 8 ug/mL of MB without
irradiation; C3: Isolated without MB and light irradiation of 15 J/cm®; C4: Isolated without MB and light
irradiation of 30 J/cm?; C5: Isolated without MB and light irradiation of 60 Jlcm?; C6: Isolated without
MB and light irradiation of 120 J/cm?. (*) The growth reduction was statistically significant (P < 0.05).
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Fig. 4 Effect of photodynamic inactivation with TB and laser light (InGaAIP) against S. apiospermum.
C1: Isolated without TB and without irradiation; C2: Isolate exEosed to 8 yg/mL of TB without
irradiation; C3: Isolated without AT and light irradiation of 15 J/cm®; C4: Isolated without TB and light
irradiation of 30 J/cm? C5: Isolated without TB and light irradiation of 60 J/cm?; C6: Isolated without
TB and light irradiation of 120 Jlem?. (*) The growth reduction was statistically significant (P < 0.05).
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Scopulariopsis brevicaulis - MB
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Fig. 5 Effect of photodynamic inactivation with MB and laser light (InGaAIP) against S. brevicaulis.

C1: Isolated without MB and without irradiation; C2: Isolate ex?osed to 8 ug/mL of MB without
irradiation; C3: Isolated without MB and light irradiation of 15 J/cm®; C4: Isolated without MB and light
irradiation of 30 J/cm? C5: Isolated without MB and light irradiation of 60 Jicm?; C6: Isolated without
MB and light irradiation of 120 Jlem?. (*) The growth reduction was statistically significant (P < 0.05).
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Fig. 6 Effect of photodynamic inactivation with TB and laser light (InGaAIP) against S. brevicaulis.

C1: Isolated without TB and without irradiation; C2: Isolate exEosed to 8 yg/mL of TB without
irradiation; C3: Isolated without AT and light irradiation of 15 J/cm®; C4: Isolated without TB and light
irradiation of 30 J/cm?; C5: Isolated without TB and light irradiation of 60 Jlcm?; C6: Isolated without
TB and light irradiation of 120 Jlem?. (*) The growth reduction was statistically significant (P < 0.05).
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4 CONCLUSOES

S.brevicaulis, F. pedrosoi e S. apiospermum s&do agentes de micoses
cutdneas e subcutaneas, respectivamente, que apresentam dificuldades no
tratamento. A TFD evidenciou atividade inibitoria sobre estes agentes nas seguintes
condicdes:

a) Utilizando-se o AM como FS: na concentracdo de 8 pg/mL e irradiacao
luminosa de 60 J/cm? e nas concentracdes de 4 e 8 pg/mL e irradiacéo
luminosa de 120 J/cm? frente a S. brevicaulis e S. apiospermum. N&o
observou - se a inibigdo do crescimento de F. pedrosoi;

b) Utilizando-se o AT como FS: na concentracdo de 8ug/mL e irradiacao
luminosa de 30 J/cm? frente a F. pedrosoi. Na concentracéo de 8 pg/mL e
irradiacéo luminosa de 15 Jicm?; 2 e 4 pg/mL e irradiacdo luminosa de 30
Jicm?; 1, 2,4 e 8 pg/mL e irradiacéo luminosa de 60J/cm? e 1, 2 e 4 pg/mL
e irradiacdo luminosa de 120J/cm? frente a S. apiospermum. Nas
concentracdes de 1 e 4 ug/mL e irradiacéo luminosa de 30 J/cm?; 2, 4 e 8
ng/mL e irradiacéo luminosa de 60 e 120 J/cm? frente a S. brevicaulis;

c) Observou-se que o AT foi mais eficiente do que o AM na inibicdo

fotodinamica das 3 espécies testadas.
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